非小细胞肺癌（non-small cell lung cancer, NSCLC）分子检测已经发现了一个多样化的并且仍在扩大的驱动和维持肿瘤发生的异常遗传基因目录。其中，表皮生长因子受体（epidermal growth factor receptor, *EGFR*）基因突变是肺癌致瘤驱动因素的典型例子，可以作为治疗的靶点。大量的随机试验和*meta*分析证实了小分子EGFR酪氨酸激酶抑制剂（tyrosine kinase inhibitor, TKI）对*EGFR*突变型NSCLC患者的治疗优于细胞毒性药物，在客观缓解率（objective response rate, ORR）和无生存进展期（progression-free survival, PFS）方面具有显著的优势^\[[@b1]\]^。

尽管有相当大比例患者最初使用EGFR-TKIs治疗取得了较好的疾病控制，病情进展仍不可避免^\[[@b2]\]^。考虑到肿瘤的形成和肿瘤持续进展对EGFR阻断序列的抵抗，EGFR靶向治疗产生耐药性的NSCLC患者的管理是一个独特且持续的挑战。奥希替尼作为第三代EGFR-TKI作用于EGFR激活和T790M耐药突变，同时对野生型EGFR的抑制作用很低^\[[@b3]\]^。本文综述了奥希替尼针对于*EGFR*突变型NSCLC的基础生物学和治疗方案，总结了第三代EGFR-TKI获得性耐药的病理生物学机制，并对EGFR-TKI的临床管理提出了当前的挑战和展望。

1. 奥希替尼的药代动力学特点 {#s1}
===========================

奥希替尼（AZD9291）是口服不可逆的嘧啶基EGFR-TKI，通过半胱氨酸-797残基与EGFR T790M或*EGFR*突变形成不可逆的共价键，对*EGFR*敏感活化突变和T790M耐药突变具有选择性抑制作用^\[[@b4]\]^。在EGFR重组酶测定中，奥希替尼对L858R和L858R/T790M有显著的活性，半数抑制浓度（half maximal inhibitory concentration, IC~50~）分别为12 nmol/L和1 nmol/L，而对野生型EGFR的活性较低。在细胞抑制试验中也发现了类似的作用。通过奥希替尼对突变和野生型EGFR细胞的EGFR磷酸化体外活性发现，奥希替尼在抑制定位于*EGFR*敏感突变（ex19del和L858R）的肿瘤细胞中的EGFR磷酸化方面的作用与早期EGFR-TKIs相似，其IC~50~为54 nmol/L。在T790M突变细胞系中，奥希替尼在IC~50~低于15 nmol/L的情况下具有高效力。与早期EGFR-TKIs相比，奥希替尼在野生型细胞系中的活性较低。在人体中，奥希替尼的平均半衰期为48.3 h，达到血浆药物峰浓度（maximum concentration, Cmax）的时间为6 h，15 d后达到稳定状态。最大血药浓度呈剂量依赖性且呈线性药代动力学特点^\[[@b5]\]^。奥希替尼的主要代谢途径是氧化和脱烷基化，生成两种活性代谢物：AZ7550和AZ5104。与禁食状态下相比，进食高脂肪、高热量食物时，Cmax和药时曲线下面积（area under curve, AUC）分别增加14%和19%^\[[@b5]\]^。

2. 奥希替尼的临床应用 {#s2}
=====================

AURA研究是对奥希替尼的Ⅰ期/Ⅱ期开放性多中心研究，研究对象为初期应用EGFR-TKI进展的晚期*EGFR*突变NSCLC患者。研究目的包括安全性、耐受性和有效性。在升级阶段，患者（*n*=31）没有通过T790M状态进行预选，而在扩展阶段，患者要么通过本地测试，然后通过中心实验室确认T790M状态，要么仅通过中心实验室测试进行登记。在升级阶段，共有157例患者被纳入5个剂量组（每日20 mg、40 mg、80 mg、160 mg和240 mg），在任何剂量组中都没有遇到剂量限制毒性。Ⅱ期临床试验推荐的剂量为每日80 mg且未达到最大耐受剂量。奥希替尼治疗T790M阳性NSCLC患者的客观有效率（objective response rate, ORR）为61%，且各剂量的ORR水平相似，ORR为50%-70%，疾病控制率（disease control rate, DCR）为95%，PFS为9.6个月。在T790M阴性NSCLC患者中，奥希替尼的活性较低，ORR 21%，DCR 61%，PFS为2.8个月（[表 1](#Table1){ref-type="table"}）。

###### 

选择性奥希替尼研究的临床结果

Efficacy outcomes in selected osimertinib studies

  -----------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------
  Study            Ref.    Phase   Treatment                             ORR（%）         DCR (%)        PFS (mon)              
  ---------------- ------- ------- ------------------------------------- ---------- ----- --------- ---- ----------- -- ------- -----
  AURA             Janne   Ⅰ/Ⅱ     Osimertinib                           61         21              95   61             9.6     2.8

  AURA extension   Yang    Ⅱ       Osimertinib                           62         NA              90   NA             12.3    NA

  AURA 2           Goss    Ⅱ       Osimertinib                           70         NA              92   NA             9.9     NA

  AURA 3           Mok     Ⅲ       Osimertinib or platinum-pemetrexed\   71\        NA\             93   NA             10.1\   NA\
                                   +/-maintenance pemetrexed             31         NA                                  4.4     NA
  -----------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------

AURA试验的Ⅱ期扩展研究中，201例患者每天服用80 mg的奥希替尼，结果ORR为62%，DCR为90%，PFS为12.3个月^\[[@b6]\]^。AURA2是*EGFR*突变型NSCLC，且在EGFR-TKI使用后有进展，并证实为T790M患者使用奥希替尼的Ⅱ期单臂研究，其ORR结果为70%，DCR为92%，PFS为9.9个月^\[[@b7]\]^。一项Ⅲ期验证性研究------AURA 3，在未经化疗的EGFR-TKI治疗后伴有T790M突变的NSCLC患者中进行。共有419例患者被随机分配到奥希替尼或化疗组（培美曲塞+铂类），分配比例为2:1，后续加或不加培美曲塞维持治疗。最终的结果显示，奥希替尼明显优于化疗，ORR分别为71%和31%（OR=5.39; 95%CI: 3.47-8.48; *P* \< 0.001），PFS分别为10.1个月和4.4个月（HR=0.32; 95%CI: 0.21-0.49）^\[[@b8]\]^。所有预定义的亚组中均可见获益于奥希替尼的PFS。与培美曲塞+铂类组相比，奥希替尼组的患者生活质量更好。前临床数据^\[[@b9]\]^显示，通过在猴脑中更高的暴露量来看，奥希替尼与Rociletinib和吉非替尼相比，改善了血脑屏障的通透性。在对AURA和AURA 2患者的合并分析中，有50例患者可评估中枢神经系统反应，结果颅内ORR为54%，DCR为92%^\[[@b10]\]^。在AURA 3研究中，预先指定的亚组分析报告指出，奥希替尼与化疗相比具有更高的中枢神经系统（central nervous system, CNS）应答率（70% *vs* 31%）、更持久的应答（8.9个月*vs* 5.7个月）和更长的CNS PFS（11.7个月*vs* 5.6个月）^\[[@b11]\]^。奥希替尼的颅内疗效可能为治疗具有挑战性的*EGFR*突变患者的管理提供一种新的治疗选择^\[[@b12]\]^。

由于奥希替尼是*EGFR*敏感突变和T790M、野生型EGFR的选择性抑制剂，因此在AURA研究中，该药的耐受性良好。最常见的副作用是腹泻（33%-47%）、皮疹（34%-43%）、甲沟炎（17%-26%）和皮肤干燥（20%-30%），且低于第一或第二代EGFR-TKIs的研究报道^\[[@b13]\]^。在1%-4%的AURA研究中发现了任意等级的间质性肺疾病，同时在2%-4%的患者中报告了QTc间期延长，但Ⅲ级以上不良事件少见。

3. EGFR T790M的检测方式 {#s3}
=======================

第三代EGFR-TKIs的开发和奥希替尼被用于一线EGFR-TKIs治疗后进展的T790M阳性晚期NSCLC患者的批准为检测T790M提供了动力。对EGFR-TKI获得性耐药患者，检测T790M的标准方法是肿瘤二次活检^\[[@b14]\]^，患者或家属拒绝、肿瘤位置、分子检测样本不足以及患者状态都会限制其实施^\[[@b15]\]^。此外，同一患者存在的肿瘤内异质性和时空变异性也可能导致误诊^\[[@b16]\]^。

利用血浆循环肿瘤DNA（circulating tumor DNA, ctDNA）检测T790M状态是一种已成功应用于突变型患者的策略，并且具有非有创性的优点，同时可以进行动态监测^\[[@b17]\]^。然而，如果血浆T790M状态为阴性，若可行仍建议肿瘤组织二次活检^\[[@b18]\]^。

以Cobas组织检测为参照标准，评价了Cobas *EGFR*突变检测血浆T790M的性能特点。在AURA扩展试验和AURA 2的研究分析中，Cobas血浆检测血浆T790M的敏感性、特异性和总体一致性分别为61%、79%和65%。血浆和肿瘤T790M阳性患者的ORR分别为64%和66%^\[[@b19]\]^。在AURA 3研究中，Cobas血浆检测血浆T790M的敏感性和特异性分别为51%和77%。在血浆与组织T790M阳性的患者中，ORR（77% *vs* 71%）与PFS（8.2个月*vs* 10.1个月）相似^\[[@b20]\]^。在Rociletinib的Ⅰ期研究中，Cobas血浆检测的敏感性、特异性和一致性分别为64%、69%和86%^\[[@b21]\]^。

除血浆检测以外，实时PCR技术如Bio-Rad Droplet Digital PCR、PANAMutyper、RGQ PCR试剂盒等均可作为T790M突变的检测方法。其中Therascreen EGFR血浆RGQ PCR试剂盒用于检测EGFR外显子19、外显子20 T790M和外显子21 L858R的缺失情况，并对突变情况进行定性评价。PANAMutyper EGFR试剂盒基于肽核酸介导的实时夹闭和熔融峰分析，设计了检测47种不同EGFR变异体的方法。用PNA构建PCR钳制反应，钳制抑制野生型DNA的扩增，增加突变序列的优先扩增。而Bio-Rad Droplet Digital PCR建立了一套数字化PCR系统，对qPCR进行了优化^\[[@b13]\]^。

通过对Cobas、Therascreen、ddPCR^TM^和BEAMing四个平台的交叉对比研究，发现T790M检测的敏感性分别为41%、29%、71%和71%，特异性分别为100%、100%、83%和67%^\[[@b22]\]^。近年来，Cobas^®^ *EGFR*突变检测与MiSeq NGS的敏感性、特异性和一致性相比分别为93%、92%和92%^\[[@b19]\]^。

4. 第三代EGFR-TKI的获得性耐药机制 {#s4}
=================================

与使用第一代或第二代EGFR-TKIs治疗的患者相似，使用奥希替尼治疗的患者最终会产生耐药性。在前临床和临床研究中都报道了几种依赖EGFR和非依赖EGFR的耐药机制（[图 1](#Figure1){ref-type="fig"}）。

![第三代EGFR-TKIs患者EGFR信号转导及EGFR依赖和独立耐药机制示意图。耐药机制报道临床样本包括*EGFR* C797S以及其他罕见的三级*EGFR*突变，*MET*、*HER-2*、*FGFR*和*KRAS*扩增、*PIK3CA*和*BRAF* V600E突变、EGF的过度表达、MAPK的激活、小细胞肺癌转化，还报道了多种复杂的分子畸变。\
A simplified represented of the mechanisms of resistance to EGFR-TKIs. Reported drug-resist mechanism clinical samples include EGFR C797S and other rare tertiary *EGFR* mutations, *MET*, *HER-2*, *FGFR* and *KRAS* amplification, *PIK3CA* and *BRAF* V600E mutations, overexpression of EGF, activation of MAPK, transformation of small cell lung cancer, and a variety of complex molecular aberrations were also reported. EGFR-TKIs: epidermal growth factor receptor-tyrosine kinase inhibitors; HER-2: human epidermal growth factor receptor 2; FGFR: fibroblast growth factor receptor; KRAS: Kirsten rat sarcoma viral oncogene homolog; PIK3CA: phosphatidylin-ositol 3-kinase catalytic alpha polypeptide gene; BRAF: v-raf murine sarcoma viral oncogene homolog B1; MAPK: mitogen-activated protein kinase; NF-*κ*B: nuclear factor kappa B.](zgfazz-23-4-274-1){#Figure1}

4.1. 依赖于EGFR的机制 {#s4-1}
---------------------

依赖EGFR的机制包括*EGFR* C797S突变的发生，这是第三代EGFR-TKIs最常见的耐药机制之一^\[[@b23],\ [@b24]\]^。这个耐药性突变是奥希替尼针对ATP结合处的半胱氨酸-797残基为靶点^\[[@b25]\]^，该突变发生在位于激酶结合位点的EGFR C797密码子上，导致奥希替尼与EGFR的共价结合缺失。除了奥希替尼外，在使用Rociletinib、奥莫替尼和Narzatinib治疗的EGFR T790M患者中也有C797S的报道^\[[@b26]-[@b28]\]^。有研究^\[[@b29]\]^显示，获得C797S的等位基因环境可以预测EGFR-TKI治疗的敏感性。体外研究已经报道了C797S和T790M的反式突变对第三代EGFR-TKIs有耐药性，但对第一代和第三代TKIs的联合应用敏感，而如果C797S和T790M发生顺式突变，则EGFR-TKIs单独或联合作用无效。这些前临床的发现得到了最近一份涉及一个*EGFR* T790M和C797S反式突变病例报道的支持，该病人对厄洛替尼和奥希替尼的组合有反应^\[[@b30]\]^。最近又报道了一种新的伴有*MYC*和*EGFR*扩增的*EGFR* C797G顺式突变^\[[@b31]\]^。T790M缺失引起的耐药性在早期的奥希替尼应用中经常出现，与存在T790M的患者相比，T790M缺失的患者治疗失败时间更短^\[[@b32]\]^。

Piotrowska等^\[[@b33]\]^最近的一项研究对Guardant Health数据库的61例C797S突变肺腺癌患者血浆样本的进行了评估。所有患者均有T790M突变，随后使用奥希替尼进行治疗。所观察的C797S构型示：有50例（82%）顺式C797S/T790M患者；反式C797S/T790M患者占6例（10%）；仅有C797S无T790M患者占4例（6%）；1例（2%）患者同时存在2个C797S克隆（1个T790M顺式克隆，1个反式克隆）。此外，51例（84%）患者至少有一种耐药机制与C797S同时发生；EGFR扩增（*n*=29; 48%）；*MET*扩增（*n*=10; 16%）；*BRAF* V600E（*n*=3; 5%）和*PIK3CA*突变（*n*=9; 15%）。因此，C797S的多克隆性以及真实的耐药机制反映了耐药*EGFR*突变肿瘤的异质性。

除了C797S，还有其他的罕见三级*EGFR*突变，包括新的溶剂前突变（G796S/R）、位于792位的亮氨酸残基铰链口袋突变（L792F/H）、位于798位的结合干扰（L798I）以及位于718位的空间位阻（L718Q）^\[[@b27],\ [@b34]-[@b37]\]^。所有的L792突变都是T790M的顺式突变和C797的反式突变。Ou等^\[[@b37]\]^报道，10例L792阳性患者中有2例、7例L718阳性患者中有6例没有同时存在C797突变。耐药突变的多样性可能是由于肿瘤的异质性，这代表一个治疗的挑战并对未来的药物开发有指导性作用。

由*EGFR*敏感活化突变、T790M和三级*EGFR*突变组成的三重突变是一个重要的临床挑战，第四代*EGFR*选择性突变、变构性非ATP竞争性抑制剂（如EAI045）正在开发中^\[[@b25]\]^。在L858R/T790M/C797S小鼠模型中，EAI045与西妥昔单抗具有协同作用。化合物Go6976的结构研究^\[[@b38]\]^表明，一种有效的蛋白激酶C（protein kinase C, PKC）抑制剂可优先与EGFR T790M/C797S结合，也可能克服C797S的存在。

4.2. 非依赖EGFR的机制 {#s4-2}
---------------------

在肿瘤和/或血浆样本中报道的不依赖EGFR耐药机制包括*MET*扩增^\[[@b39]-[@b41]\]^、*HER-2*^\[[@b39],\ [@b42]\]^和*FGFR*^\[[@b43]\]^、*MAPK*激活^\[[@b43]\]^、*KRAS*突变、*PI3KCA*^\[[@b35]\]^、*BRAF*^\[[@b44]\]^、*PTEN*缺失^\[[@b36]\]^和向小细胞肺癌（small cell lung cancer, SCLC）转化^\[[@b45]\]^。此外，SFK/FAK信号也可通过维持AKT和MAPK通路减弱奥希替尼在耐药模型中的疗效^\[[@b46]\]^。

*MET*和*HER2*扩增在临床前期和临床研究中均有报道。值得注意的是，*HER*扩增在使用奥希替尼进展的患者中似乎是相互独立的^\[[@b39]-[@b42]\]^，而*MET*扩增则不是^\[[@b33]\]^。EGFR-TKI耐药可观察到*MET*扩增，MET和EGFR双抑制可抑制小鼠模型的肿瘤生长^\[[@b41],\ [@b47]\]^。据报道，使用奥希替尼进展的患者存在成纤维细胞生长因子受体1（fibroblast growth factor receptor 1, *FGFR1*）扩增^\[[@b43]\]^。患者肿瘤组织中成纤维细胞生长因子2（fibroblast growth factor 2, FGF2）mRNA水平大约高出20倍，表明存在FGF2-FGFR1自分泌环介导的耐药。另一方面，*PIK3CA*突变（E545K）已被报道为奥希替尼的耐药机制^\[[@b48],\ [@b49]\]^，这个热点突变是否对PI3K抑制剂敏感还有待进一步研究。同时发生的*PIK3CA*、*PTEN*和*TP53*等突变也见于小细胞转化患者^\[[@b50]\]^。转化为SCLC的肿瘤可能保留原有的*EGFR*激活突变，但未发现T790M。已知视网膜母细胞瘤基因（retinoblastoma 1, RB1）的缺失也与SCLC的转化有关^\[[@b12],\ [@b43]\]^。

RAS-MAPK通路激活与*KRAS*突变、*KRAS*扩增、*BRAF*、*NRAS*和*MEK1*突变相关，以上均被报道为奥希替尼获得性耐药机制^\[[@b35],\ [@b42],\ [@b48],\ [@b49],\ [@b51]\]^。*KRAS*突变包括G12S、G12A、Q61H、G12D和A146T位点。在临床前期模型中，奥希替尼可识别*NRAS*突变（E63K）或NRAS拷贝数增加^\[[@b51]\]^。值得注意的是，耐药细胞系对MEK抑制剂、司美替尼和EGFR-TKI的组合表现出敏感性。也有报道^\[[@b44],\ [@b49]\]^认为*BRAF*突变（V600E）为奥希替尼的耐药机制之一。恩考芬尼（BRAF抑制剂）和奥希替尼的组合对耐药细胞系表现出敏感性^\[[@b44]\]^。

在组织学改变方面，在EGFR-TKIs治疗期间或之后，一部分患者（5%-10%）发生了NSCLC向SCLC的组织学转化^\[[@b52]\]^。转化为SCLC的机制基础在很大程度上仍未明确，但可能与RB缺失有关^\[[@b53]\]^。RB缺乏本身在SCLC中很常见，初步认为NSCLC中EGFR的慢性抑制导致了SCLC的遗传、组织学和药物敏感性的表现。小细胞转化也与上皮-间质转化（epithelial-to-mesenchymal transition, EMT）程序相关，E-cadherin低表达和波形蛋白表达升高就是证明^\[[@b52]\]^。EMT也可能是由AXL激酶^\[[@b54]\]^、TGF或Notch-1的激活引起的^\[[@b55],\ [@b56]\]^。转化为SCLC的肿瘤可能保留原有的*EGFR*激活突变，但未发现T790M。同时发生的*PIK3CA*、*PTEN*和*TP53*等突变也见于小细胞转化患者^\[[@b57]\]^。

5. 未来的视角和总结 {#s5}
===================

随着EGFR靶向治疗药物的不断增加，治疗*EGFR*突变型晚期NSCLC的最佳顺序成为了一个重要问题。在T790M突变患者中，奥希替尼优于化疗。在最近发表的FLAURA试验中，奥希替尼与吉非替尼（NCT02296125）的Ⅲ期研究中阐明与第一代EGFR-TKI相比，奥希替尼显示出更好的PFS和更少的毒性。此外，它也被证明对CNS转移患者有效^\[[@b58]\]^。2019年8月31日奥希替尼获批为一线治疗*EGFR*敏感性突变。T790M耐药突变的检测方式以组织学为金标准，由于客观原因无法获得组织学标本可以用血浆检测进行尝试，血浆ctDNA检测的出现和临床验证为追踪患者肿瘤的动态基因组演变提供了可能。血液检测在某些方面解决了部分患者的肿瘤异质性问题，但是如何提高检测的敏感性和特异性仍是目前存在的挑战。三代EGFR-TKI的获得性耐药机制主要包括两个方面：依赖于EGFR的机制和非依赖机制。依赖于EGFR的机制最主要的是*EGFR* C797S突变的发生，顺式突变和反式突变是C797S与T790M突变共同存在的两种形式。非依赖机制包括*MET*扩增、*HER-2*和*FGFR*、*MAPK*激活、*KRAS*突变、*PI3KCA*、*BRAF*、*PTEN*缺失和SCLC转化等。三代EGFR-TKI耐药后精准的检测技术是寻找临床应对策略的基础。

未来十年的热点将继续集中于第三代EGFR-TKIs耐药机制研究，这将对临床全程管理NSCLC起到重要作用，并对开发新一代治疗和合理联合用药策略以克服EGFR-TKI耐药起到至关重要的作用和理论依据。
